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RESUMEN 

En este trabajo se establecen las condiciones adecuadas para la expansión in vitre de 

los tripletes repetidos asociados con enfennedades genéticas humanas CCg/ggC, CTglAgC, 

TIC! AAg Y un trinucleótido repetido no asociado a ninguna enfennedad gAC/TCg, estas 

expansiones logran tener un peso molecular elevado, por enzima de 8454 bp. La reacción de 

PCR es la técnica por medio de la cual se realizaron las expansiones. Un factor importante 

para lograr las expansiones de los tripletes fue el ión magnesio (en forma de Mg Ch). Para la 

amplificación de todos los trinucletóidos sin el sitio Bgl TI la concentración óptima fué de 

9.0 mM. En el caso de los trinucleótidos que contienen el sitio Bgl II la concentración fue 

para cada triplete diferente. Para CCglggC la concentración óptima de este ion fue de 9.5 

mM; para CTglAgC fue de 10.5 mM; para TTC/AAg de 5.5 mM Y para gAC/TCg fue de 

9.0 mM. 

También se optimizó la transfección de las células SH-SY -5Y en suspensión 

lográndose disminuir la variación en la capacidad de transfección hasta un 1.81%. Se 

construyeron dos vectores para la producción de dos ribosondas. Un plásmido pT7T3-J3-

globina para producir la ribo sonda complementaria al segundo ex6n del gen de la J3-globina 

de con~o y el segundo plásmido el pT7T3<t-globina para la producción de la ribosonda 

complementaria al tercer exón del gen de la IX-globina humana. 
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l. INTRODUCCIÓN 

1.1. ¿Por qué estudiar a los tripletes repetidos? 

Desde hace una década aproximadamente, se conoce que muchas enfermedades 

neurodegenerativas son causadas por la expansión de tripletes repetidos en el ADN (We11s el 

a/1998). Hasta la fecha, más de doce enfennedades genéticas humanas se han asociado con 

la expansión de los tripletes CTglAgC, CCglggC y TTC/AAg. Esta expansión de tripletes 

repetidos representa un nuevo tipo de evento mutagénico que no se había identificado. 

La sobrevivencia y la adaptación de una especie requiere del balance entre la 

reparación de los errores inherentes en la replicación o en la recombinaci6n y la introducción 

de mutaciones ocasionales que favorezcan la selección natural. Este balance es complejo 

porque no todas las secuencias sufren mutaciones con el mismo grado. Las mutaciones 

espontáneas son frecuentemente asociadas con secuencias repetidas de ADN, incluyendo a 

repetidos invertidos, repetidos de un solo nucleótido y las repeticiones de di-, tri-, tetra- o de 

un orden mayor de nucleótidos (Sinden 1999). Por lo tanto, una alta frecuencia de mutación 

espontánea asociada con los tripletes repetidos no es sorpresiva. 

El ADN no solo debe ser considerado como un depósito de información en el cual se 

encuentran codificados el ARN Y las proteinas. 
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Arreglos particulares de secuencias de ADN son responsables de la estructura de la 

oble hélice del ADN, incluyendo el plegamiento y las variaciones en la estructura 

ridimensional de la hélice (Bianchi 1998). Los arreglos que llega a tomar el ADN pueden 

onducir a eventos mutacionales específicos y afectar la expresión genética. Las expansiones 

e los tripletes repetidos provocan cambios conformacionales del ADN. Estos cambios le 

onfieren un grado mayor de inestabilidad y hacen a estas secuencias más sensibles a 

ilutaciones. Por las razones expuestas es necesario conocer el comportamiento de las 

xpansiones de los tripletes repetidos y su relación con las enfermedades genéticas humanas . 

.2. Las expansiones de los tripletes repetidos conducen a enfennedades 

humanas 

El grupo de enfermedades neurológicas y neuromusculares asociadas con las 

:xpansiones de algunos tripletes repetidos sigue aumentando. Los trinucleótidos repetidos 

,stán presentes normalmente en nuestro genoma y pueden afectar la expresi6n de ciertos 

:enes cuando están localizados dentro o muy cerca del gen. Bajo ciertas circunstancias los 

ripletes repetidos aumenta hasta cierto número, en este punto la expansión del número de 

ripletes repetidos se convierte en una mutaci6n que induce una enfermedad (Tirnchenko el 

./., 1999). 
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El mecanismo mediante el cual la inestabilidad de estos tripletes causa su 

amplificación sigue aún sin conocerse, pero ha sido objeto de una intensiva investigación. 

Pese a esto se han propuesto diferentes modelos para explicar como ocurren este tipo de 

expansiones y se discuten más adelante. 

Las enfermedades relacionadas a los tripletes tienen en común ciertas características 

pero son muy diferentes en otras. Todas las enfermedades se caracterizan por inestabilidad 

mitótica y meiótica (paulson el al., 1996). En general, la expansión del triplete repetido 

continúa en la progenie del individuo afectado, aumentando la severidad de la enfermedad o 

incrementando la posibilidad de que la enfermedad se presente a edad temprana. Este 

fenómeno se conoce como anticipación. Un individuo afectado con alguna de estas 

enfermedades típicamente contiene >50 repeticiones de tripletes dentro de un gen específico, 

mientras que un individuo sano contiene <30 repeticiones (AshIey el al., 1995). 

Basándose en las similitudes y las caracteristicas especificas de las mutaciones, las 

enfermedades asociadas a los tripletes repetidos han sido clasificadas en dos tipos, llamados 

tipo 1 y tipo II. El tipo 1 incluye enfermedades asociadas con pérdida neuronal. Los 

miembros de este. grupo son enfermedad de Huntington (lID), atrofia espino y 

bulbomuscular (SBMA), ataxia espinocerebraI tipo 3 (enfermedad de Machado-Josepb, 

Mm SCA3) y las ataxias espinocerebrales tipo 1 y 2 (tabla 1). Todas las enfermedades 

pertenecientes a este grupo tienen la expansión del triplete CAG en la región codificante de 

varios genes (figura 1), resultando en la síntesis de segmentos de poligIutamina en las 

proteínas. La mayoría de estas enfermedades son autosómicas dominantes, excepto SBMA. 
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Dentro de las enfermedades agrupadas como tipo 11 se encuentran el sindrome del X 

frágil (FraX) o sindrome de Martín Bell, ataxia de Friedrich (FRDA) y la distrofia miotónica 

(DM). Estas enfermedades se caracterizan por la complejidad en los síntomas. DM se 

asociada con músculo esquelético, los pacientes con la mutación DM tienen anonnalidades 

en corazón, cerebro, piel y ojos. FraX es una enfermedad que se caracteriza principalmente 

por anormalidades testiculares y faciales, retardo mental. FRDA es una enfermedad 

neurclegenerativa que involucra al sistema nervioso central y al periférico. Hay diferentes 

secuencias de tripletes relacionadas con estos desordenes. FraX involucra la expansión del 

triplete CGG (!Cremer el al., 1991 y Verkerk el al., 1991) Y la DM con la expansión de CTG 

(Aslanidis el al., 1992 y Brook el al., 1992). Todo parecía ser que secuencias ricas en G-C 

eran asociadas a estas enfermedades, sín embargo en 1996 se describió que el repetido GAA 

se encontraba expandido en FRDA (Campuzano el al., 1996) cambiando la idea original. 

Aparentemente cualquier triplete repetido puede ser inestable en ciertas condiciones. En 

estas enfermedades la expansión del triplete se encuentra localizada en la región S' no 

traducida del gen FMRI en FraX, en la región 3' no traducida del DMPK en DM y en el 

primer íntrón en el gen de la frataxina en FRDA (figura 1). 

Una característica distinguible entre las enfermedades del tipo 1 Y 11 es el contraste en 

el largo de la expansión (tabla 1). En las tipo 1 el largo del repetido en los individuos 

afectados fluctúa de 40 a 70, mientras en las enfermedades del tipo 11 el tarnaflo del repetido 

va de 50 a varios miles de repetidos. 
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.3. Propiedades estructurales de los tripletes repetidos 

Las moléculas lineales de ADN que contienen tripletes repetidos migran en un gel de 

loliacrilamida de una forma anormal. Esta propiedad inesperada indica inmediatamente que 

i secuencia de ADN adopta estructuras inusuales con nuevas propiedades biofisicas. Una 

aracteristica de los tripletes repetidos es su elevada flexibilidad (Cbastain el al., 1995). 

:bastain y Sinden (1998) demostraron que pequeñas secuencia de tripletes repetidos le 

onfieren al ADN un alto grado de flexibilidad. Debido a esta característica el ADN que 

ootiene secuencias de tripletes repetidos puede adoptar diversas conformaciones 

structuraIes (Mitas 1997). Diferentes estructuras de tallo burbuja o hasta estructuras de 

U3trO cadenas (tetraplex) pueden formarse con una sola cadena de tripletes repetidos de la 

Drma CXG (donde X puede ser cualquier nucleótido). De la misma forma estructuras de 

res cadenas (triplex) pueden formarse con los repetidos (GAA). y (TIC).. En seguida se 

escnoen las diversas estructuras que pueden adoptar las secuencias de tripletes repetidos . 

.3.1. Tallo Burbuja 

Cadenas sencillas de repeticiones de (CTG)., (CAG)., (CGG). y (CCG). forman 

structuras de tallo burbuja estabilizadas por el apareamiento de bases del triplete repetido 

Yu el al., 1995 y Mariappan el al., 1996). Cadenas de (CGG). o (CCG). pueden plegarse 

n una estructura de tallo burbuja de dos formas diferentes. La primera involucra a un par de 

ases mal apareado de tipo G-G y la segunda con un par mal apareado de tipo C-e. 
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En contraste, los repetidos (CTG). fonnan un solo tipo de tallo burbuja con un par 

le bases mal apareadas T-T y (CAG). con un par A-A (figura 2A). Como es de esperarse, 

• estabilidad de estas estructuras varia considerablemente. Por ejemplo, el tallo burbuja 

annado con los repetidos (CTG). es más estable que el tallo burbuja fonnado por los 

epetidos (CAG). (Rosche el al., 1996). 

1.3.2. Cadena triple de ADN (triplex) 

La formación de triplex con el repetido GAA (figura 2B) se favorecida en 

;ondiciones de bajo pH y ADN superenrrollado. estas condiciones pueden existir dentro de 

Joa célula. Este tipo de secuencias que fonnan estas estructuras pueden bloquear 

::fectivamente la replicación del ADN in vitro e in vivo (Krasilnikov el al., 1997). Se piensa 

~ue la maquinaria de replicación hace una pausa que es ocasionada por la disociación de la 

",dena naciente de ADN y la fonnación del triplex. 

1.3.3. Cadena cuádruple de ADN (tetraplex) 

Las secuencias de ADN ricas en guanina pueden fonnar estructuras de tipo tetraplex, 

las bases se pueden unir mediante el enlace de tipo Hoogsteen (figura 2C). Tripletes 

repetidos como CGG; AGG y TGG fonnan una gran variedad de estructuras de este tipo 

(Usdin 1998). La formación de estas estructuras requieren de segmentos muy grandes de 

repetidos. para llegar a los tetraplex se necesita pasar primero por un intennediario, un tallo. 

Al igual que los triplex pueden bloquear la replicación o la transcripción de ADN. 
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1.3.4. Deslizamiento de cadenas de ADN 

El deslizamiento de cadenas de ADN puede ocurrir cuando los tripletes repetidos 

fonnan dos tallos burbujas en cada una de las cadenas de ADN provocando la pérdida de la 

alineación original con el que se encontraban apareadas bases (pearson el al., 1996 y figura 

20). Después de la desnaturalización y la renaturalización de los tripletes repetidos CTG o 

CGG una alta proporción de poblaciones de ADN adoptan una conformación alternativa que 

puede ser deducida por el retardamineto en la movilidad de estas moléculas en geles de 

poliacrilamida (Gacy el al., 1998). El deslizamiento es proporcional al tamaño de los 

tripletes repetidos. Como los tallos en estas estructuras son complementarios es muy posible 

que lleguen en cierto momento a doblarse y formar una estructura más compleja (figura 20). 

Es posible que la formación de este tipo de estructuras sea la causante de la 

expansión de las secuencias de los tripletes repetidos. Su alta inestabilidad es un indicio de 

esta suposición, sin embargo. se necesita estudiar aún más todos los mecanismos 

moleculares asociados a los tripletes repetidos para poder descnbir con certeza el 

mecanismo mediante el cual los tripletes repetidos se expanden. 

1.4. Inestabilidad de los tripletes repetidos 

Una caracteristica rernarcable de los tripletes repetidos es la inusual expansión en 

enfermedades como el sindrome del X frágil, distrofia ntiotónica y la ataxia de Friedrich. 

10 



Este tipo de evento mutagénico no había sido observado antes del descubrimiento 

:le las bases moleculares de estas enfermedades genéticas. Desafortunadamente estas 

~pansiones masivas no han podido ser duplicadas en un modelo más simple y permanecen 

::amo una característica única de la genética humana. Sin embargo, estudios realizados en 

)tros organismos revelan algunas propiedades interesantes de los tripletes repetidos. 

En general, los tripletes repetidos, especialmente los que son muy largos, son muy 

IDestables en Ecoli y en levaduras. Además, la orientación de los tripletes repetidos puede 

variar su estabilidad (Freudenreich el al., 1997). Como ejemplo tenemos que secuencias de 

CTG son más propensas a eliminaciones cuando el triplete se encuentra en la cadena 

retardada del ADN. Contrariamente, cuando se encuentran en la cadena lider la expansión 

del triplete se ve favorecida (KaIOg el al., 1995). La inestabilidad en el proceso de replicación 

del triplete CTG puede ser explicado por la diferente estabilidad de los tallo-burbujas 

formados por (CTG). o por (CAG). y por las diferentes propiedades bioquímicas asociadas 

con la replicación de la cadena lider y la cadena retardada. La probabilidad de que un tallo 

burbuja se forme en la cadena retardada es mayor debido a que durante la replicación del 

ADN esta cadena esta desapareada y existe como una sola cadena. El largo de esta cadena 

es siempre igual al tamaño del fragmento de Okazaki. Si en la cadena no se unen proteinas 

se puede plegar formando la estructura de tallo burbuja. CU8IDdo en la cadena retardada se 

encuentra el triplete CTG se forman una gran cantidad de estas estructuras. La formación 

del tallo burbuja conduce entonces a una elinúnación (figura 3A). 
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Si el triplete CAG se encuentra en la cadena retardada hay menor probabilidad que se 

forme un tallo burbuja y lleve a una elilIÚnación por lo que hay una expansión (figura 3B), en 

el caso contrario un tallo burbuja formado por el triplete CTG en la cadena lider causa una 

elilIÚnaci6n (figura 3C). Pequeñas eliminaciones e inserciones de un solo triplete repetido 

pueden ocurrir por un mal alineamiento del primer y el templado, este proceso involucra a 

solo tres pares de bases (figura 3D). Evidenciós recientes han mostrado que tales eventos 

ocurren frecuentemente en Ecoli, y Que se observan por una asimetria en las cadenas de 

ADN. Estos eventos de deslizamiento de una de las cadenas que involucran a solo tres pares 

de bases son fácilmente reconocidos por el sistema de reparación de las bacterias. Mientras 

que un deslizamiento de más de seis pares de bases no puede ser reconocido (Schumacher el 

al., 1998). 

1.5. ¿Por qué ocurre la expansión de los tripletes? 

Numerosos modelos han sido propuestos para explicar la expansión de los tripletes 

repetidos que conducen a las enfermedades humanas. Las expansiones y las elinúnaciones 

pueden ocurrir por la mala alineación de los primers durante la replicación de las secuencias 

que contienen tripletes repetidos. Como se discutirá adelante el deslizamiento del primer en 

el extremO 3' del fragmento de Okazaki puede originar la expansión de los tripletes 

repetidos. Una simple recombinación puede originar la duplicación o poSIblemente triplicar 

el largo del repetido, este mecanismo no puede explicar fácilmente el evento de expansión y 

la magnitud observada en el sindrome del X frágil o la distrofia 1IÚ0tÓnica. 
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Sin embargo, la recombinación puede estar involucrada en pequeñas expansiones 

bservadas en otras enfennedades. Los eventos repetitivos de mal alineamiento en la síntesis 

e ADN podria originar expansiones tan largas como el largo del segmento de los tripletes 

'petidos original. Sinden y Wells (1992) sugieren que la expansión masiva puede resultar de 

L síntesis reiterativa del ADN, esto es, cuando la ADN polimerasa encuentra un bloqueo en 

I transcurso de la replicación Este modelo por si sólo puede explicar taci1mente la 

xpansión de cientos a miles de tripletes repetidos en un solo paso (figura 4) . 

. 6. ¿Por qué medir la estabilidad del ARNm? 

Uno de los mayores intereses de las investigaciones médicas es el entendimiento de la 

espuesta específica de una célula en ciertas enfennedades. Otro aspecto es el monitoreo del 

<>mportamiento específico de la célula a lo largo de la' enfermedad. Como una 

:onsecuencia, el conocimiento en la expresión de uno o varios genes, los cuales están 

",vueltos en el desarrollo de la célula puede ser una buena base para el monitoreo en los 

:ambios que sufre dicha célula. Para cuantificar las variaciones de la expresión de cualquier 

~en se detecta al ARN mensajero. Hasta la fecha, los análisis en la expresi6n génica en los 

rucariotes han proporcionado la prueba que la regulación ocurre en el ámbito de la 

ranseripción, el procesamiento del ARN nuclear y la estabilidad del ARNm. 
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Para el estudio de regiones de ADN que se sospecha que están involucradas en la 

regulación de la transcripción del ARN se utiliza la unión de dichas secuencias de ADN con 

genes reportadores (construcción de plásnúdos), que se introducen en una célula. y con esta 

manipulación conocer si estas regiones tienen influencia en la expresión de dicho gen. Esta 

estrategia, que usa células manipuladas (transfeceión), ha conducido a la identificación de 

docenas de amplificadores, silenciadores, promotores. aisladores, etc. Como se observa en la 

tabla 1 no solo hay una anormalidad en la transcripción y en la traducción, sino que estas 

expansiones de tripletes repetidos también afectan el procesamiento del ARN. Como se 

discutió anterionnente para entender porqué las expansiones de los tripletes repetidos 

causan enfennedades, es necesario disectar todas las etapas involucradas como la 

replicación, el procesamiento del ARN y la traducción. Tomando en cuenta que son 

enfermedades humanas, el modelo para el estudio de ellas debe ser muy cercano a la 

realidad. El sistema que se propone para el estudio de la estabilidad del ARNm esta basado 

en la expresión de un gen reportador que contenga en su extremo 3' no traducido a las 

expansiones de los tripletes repetidos en unas células de origen neuronal humanas las células 

SH-SY-SY. 

La linea celular SK-N-SH, fue establecida en cultivo celular a partir de un 

neuroblastoma humano y mantenida in vi!ro por 1 o 2 años. La linea SK-N-SH comprende a 

dos tipos de células que difieren en su morfologia, una célula tipo neuroblástica (N) con 

propiedades noradrenérgicas y otra célula epitelioide (S) con propiedades de melanocitos 

(Beidler 1973). Las células SH-SY -SY son la tercera clona de las células SK-N-SH y son de 

tipo neuroblásticas (N). 
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Dentro de las principales características de este tipo de células es que exhiben 

:tividad enzimática de tipo neuronal, utilizan norepinhefrina y presentan una o más de las 

roteinas de los neurofilamentos (vimentina, GFAP) (Cieearone el al., 1989). Siendo estas 

~lulas de origen humano y además de tipo neuronal, son un buen sistema para evaluar si las 

<pansiones de los tripletes repetidos causan alguna anomalia. 

La familia de genes de las globinas es un buen modelo para el estudio de la expresión 

ifereneial de los genes durante el desarrollo. La a y p-globina son codificadas por un 

equeño grupo de genes que son secuencialmente expresados durante el desarrollo. La (l Y 

L p-globina se expresan en edad adulta y conforman a la hemoglobina de los glóbulos rojos. 

:I gen de la p-globina se encuentra formando parte de un grupo de genes que corresponden 

otras globinas y se ha detenninado el mapa fisico de estos genes por técnicas de biología 

lOlecular. También se han realizado estudios acerca del promotor del gen, así como de su 

slabilidad y se ha observado que este gen cuando se expresa en un sistema heterólogo es 

lUy estable. Desde que se logró clonar el gen de la p-globina se ha utilizado para múltiples 

lVestigaciones, entre eUas se encuentran el estudio del fenómeno de corte y empalme 

splicing) y la determinación de elementos que varian la estabilidad del ARNm de otros 

;enes. Dentro de este último tenemos como ejemplo, la utilización del gen de la ll-gIobina 

,ara detemtinar secuencias que controlan el decaintiento del ARNm del gen de c-jos y las 

utas mediante las cuales este mensajero es inactivado y como consecuencia degradado 

Ann-Bin el al., 1989, 1991 Y Nianhua el al., 1997). Debido a su estabilidad y su utilidad en 

ItroS estudios el gen de la P-globina es un buen gen reportador para monitorear los cambios 

lue producen las expansiones de tripletes repetidos en la expresión del gen. 
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Con estos componentes, se propone estudiar la estabilidad del ARNm del gen de la 

p-globina cuando en su extremo 3' no traducido se inserten las expansiones de los tripletes 

repetidos y, esta construcción sea transfectada de forma transitoria en las células SH-SY-

5Y. La estabilidad del ARNm se seguirá mediante la técnica de Northem blol. 
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2. OBJETIVOS 

2.1. OBJETIVOS GENERALES 

• Establecer un sistema que permita el estudio del efecto de los tripletes repetidos sobre la 

estabilidad del ARNm. 

• Construir secuencias expandidas de trinucleotidos repetidos in v;tro para su inserción en 

un vector de expresión que contiene el gen de la f3-g1obina de conejo. 

• Construir dos vectores para la producción de sondas de ARN complementarias al 

ARNm de a- y ~-g1obina respectivamente. 
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!.2. OBJETIVOS PARTICULARES 

Establecer las condiciones adecuadas de cultivo de las células de neuroblastoma humano 

SH-SY-SV. 

• Estandarizar la técnica de transfeceión de las células SH-SY -5Y con los plásmidos 

pSVal y pBBB. 

t Construir a partir del plásmido pSVBIO un vector para la producción de una ribosonda 

complementaria con el segundo exón del gen de la ~-globina de conejo. 

• Construir a partir del plásmido pSVal un vector para la producción de una ribosonda 

complementaria con el tercer exón del gen de la a-globina de humano. 

• Realizar las expansiones in Vitro de las secuencias CCglggC, CTglAgC, TTClAAg y 

gACrrCg. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

.1. Plásmidos de trabajo. 

Los plásmidos utilizados en este trabajo fueron proporcionados por el Dr. Ano-Bin 

hyu, del Department of Microbiology and Molecular Genetics, Harvard Medical School, 

oston, Massachusetts (Ano-Bin S. 1989; 1991). Los plásmidos son los siguientes: 

· El plásmido pBBB contiene el gen de la ~-globina de conejo, expresado por el promotor 

del oncogen c-fos y el gen de resistencia a ampicilina (figura 6). 

· El plásmido pSVB 1 O que contiene el gen de la ~-globina de conejo expresado por el 

promotor temprano SV 40, los promotores T7 y T3 de las RNA polimerasas y el gen de 

resistencia a ampicilina (figura 7). 

· El plásmido pSVal que contiene el gen de la a-globina humana, expresado por el 

promotor temprano de SV40, los promotores T7 y T3 de las RNA polimerasas y el gen 

de resistencia a ampicilina (figura 8). 
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3.2. Cepas bacterianas. 

Las cepas de E.eoli utilizadas en el desarrollo del trabajo fueron proporcionadas por el 

Dr. Asis K. Das, del Department ofMicrobiology, University ofConnecticut Health Center, 

Farmington, Connecticut: 

1. DH5cx: ~80d /aeZ ~15, ree Al, end Al, gyr A96, Ihi-I, hsdRI7 (rK-, m.rt), supE44, 

reLAI, deo R, á(laeZYA-argF)U169. 

2. BL21: F ompT hsdS. (ri mi) gal dcm' 

3.3. Medios de cultivo 

3.3.1. Medio de cultivo para bacterias 

Todas las bacterias crecieron y se cultivaron en medio Luria-Bertoni junto con el 

antibiótico de selección ampicilina. En todos los casos la concentración del antibiótico fue de 

50 l1g1rnL. La preparación de los medios de cultivo se realizó según la metodología descrita 

en Sambrook el al., 1989. 
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.3.2. Medio de cultivo para células SH-SY-5Y 

Las condiciones adecuadas para el cultivo de la línea celular SH-SY-5Y fueron, 

,edio mínimo esencial de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), suplementado con 

0'10 de suero fetal bovino (SFB), 2.5 ~glmL de fungizona, 0.1 mM de una mezcla de amino 

cidos no esenciales, 100 UIlrnL de penicilína, 100 ~glrnL de estreptomicina y 1 mM de 

liruvato de sodio. 

lA. Transformación de bacterias 

'.4.1. Nitrógeno liquido (Takahashi el al., 1992) 

De un cultivo en medio sólido con incubación no mayor de 16 horas a 37°C se 

nocularon 5 rnL de medía LB y el cultivo se incubó a 37"C con agitación de 200 r.p.m.( 

lrinkmann OrbiMix 1010)" Una vez que la densidad óptica (550 nm) Uega a un valor no 

nayor a 0.4, se mezclaron lOng de plásmido con 1 00 ~ del cultivo en un tubo para 

nicrocetrifuga de 1.5 rnL. 

La mezcla se coloe6 directamente en nitrógeno liquido durante un minuto. Pasado 

:ste tiempo se dejó la mezcla congelada en reposo a temperatura ambíente hasta fundirse y 

:e esperó núnimo 4S mino antes de plaquea.rse en el medio para la selección de bacterias 

ransformantes. 
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3.4.2. Cloruro de Calcio 

Se realizó una modificación al método descrito en Sambrook el al., 1989. Con una 

colonia de un cultivo en caja con incubación no mayor de 16 h a 37°C se inocularon 5 mL 

de medio LB. El cultivo se incubo a 37'C con agitación de 200 r.p.m. (Brinkmann DrbiMix 

1010). Se d<eió el tiempo necesario para que el cultivo alcanzara una densidad óptica 

(55Omn) no mayor de 0.3. Al alcanzar esta densidad se concentró por centrifugación a 6000 

r.p.m. para obtener una densidad óptica de 0.5. A partir de este paso se siguió con la técnica 

original. 

3.5. Manejo de células SH-SY-5Y 

Las células fueron donadas por la Dra. Rosa Maria del Ángel del Departamento de 

Patología Experimental del CINVESTAV-IPN. 

3.5.1. Descongelamiento de células SH-SY5Y (Davis M.J. 1994) 

1. Se descongela una ampolleta con células que ha sido mantenida en congelación a una 

temperatura de -172'C, sumergiéndola a baño Maria a 37°C (la descongelación debe 

realizarse los más rápido posible). 

2. Una ves descongelada se abre la ampolleta y las células se extraen con ayuda de una 

jeringa desechable. 
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El contenido de la jeringa se transfiere a un tubo de centrifuga que contenga 2 mL de 

medio DMEM con 10% de suero fetal bovino. 

Se homogeneiza suavemente por pipeteo 

Después de 10 DÚnutos se agregan 4 mI... del mismo medio, se pipetea suavemente y se 

centrifuga durante 10 minutos a 2000 r.p.m. en una centrifuga clínica. 

El sobrenadante se desecha, se agregan 4 mL del mismo medio de cultivo y se 

resuspende el paquete celular por pipeteo. 

1 mL de las células se distribuyen en cada botella de 75cm' de superficie, se adicionan 11 

mL de medio DMEM con 10"10 de suero fetal bovino. Se homogeneiza por pipeteo. 

Se rotula cada boteUa con los siguientes datos: Tipo de células, número de pase 

descongelado y fecha . 

. 5.2. Pase de células SH-SY5Y (Davis M.l. 1994) 

Una vez que el cultivo es confluente, se elimina el medio de cultivo (por el lado opuesto 

a la monocapa celular). 

Las células se disgregan del cultivo por pipeteo suave. 

Se homogeneiza. 

Las células se distribuyen en botellas de cultivo a una densidad de IXIO' células por 

botella. 

Se adiciona el medio necesario para completar 12 mL de medio DMEM con 10"10 de 

suero fetal bovino. 

Se rotula cada botella. 
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3.5.3. Congelación de células SH-SYSY (Davis M.J. 1994) 

l. Se desecha el medio de mantenimiento de una botella de cultivo ~n una monocapa 

celular. 

2. Se adicionan 2 mL de medio de cultivo completo y las células se disgregan por un 

pipeteo suave. 

3. Las células se colocan en un tubo para centrifuga y se centrifugan a 2000 r.p.m. en una 

centrifuga clínica durante 10 mino 

4. Se desecha el medio y se resuspende el paquete celular en aproximadamente 1.8 mL de 

medio de cultivo completo. 

5. Se enfiian a 4°C durante 30 minutos. 

6. Se agregan 0.2 mL de dimetilsulfóxido. se mezcla suavemente por inversión y se envasa 

rápidamente en criotubos. 

7. Se rotula cada criotubo adecuadamente 

8. Los criotubos se colocan a -700C por 16 h. 

9. Pasado este tiempo se transfieren a _196°C. 

3.5.4. Transfección 

3.5.4.1. Transfección en monocapa mediada por fosfato de calcio. (Sambrook et.al.1989) 

l. La solución de transfección se prepara mezclando las siguientes soluciones: 
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440 ~ de ADN (6 ~g de plásmido prueba, 14 ~g de plásmido acarreador en 

O.IX TE) 

500 ~ de 2XHBS (280 mM NaC!, 10 mM KC~ 1.5 mM Na,HPO" 12 mM dextrosa y 

50 mM HEPES) 

A esta mezcla se adicionan lentamente 62 ~ de 2 M CaCho Se mezcla y se incuba 30 

mino a temperatura ambiente. 

De una monocapa de células se retira el medio de cultivo y se lava dos veces con PBS 

pH 7.3 (13.7 mM de NaC~ 0.43 mM de K,HPO. yO.14 mM de KH,PO.). 

Se adiciona I mL de la solución de transfeceión. 

1. Se agregan 9 mi de medio DMEM con 10% SFB. 

i. Las células se exponen al ADN durante 24 h. 

i. Se retira la solución de transfección y se lava dos veces con PBS. 

Se ensaya la capacidad de transfección. 

1.5.4.2. Transfección en monocapa con Lipofectamina Plus. (Life Technologies, 1998) 

1. A 0.75 mL de medio de cultivo se adicionan 4 ~ de ADN y 20 ~ del reactivo Plus. 

1. Se diluyen 30 ~ de Lipofectamina en 1.5 mL de DMEM con 0.5% de suero fetal 

bovino~ 

J. Las soluciones anteriores se adicionan 8 una caja con una monocapa de células al 80% 

de confluencia. 

1. Las células se exponen al ADN por 24 h. 

5. Passdo este tiempo se elimina el medio y se lava dos veces con PBS. 
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6. Se adicionan lO roL de DMEM con JO'Io de suero fetal bovino y se incuban por 24 h a 

37'C y 5% de CC>,. 

7. Se ensaya la capacidad de transfección. 

3.5.4.3. Transfección mediada por fosfato de calcio en suspensión. (Weihung Songo 1995) 

1. La solución de transfección se prepara como se indicó anteriormente en la técnica de 

transfección en monocapa mediada por fosfato de calcio. 

2. Las células se cosechan y se ajustan a una densidad de 4 X JO' células/roL. 

3. Se mezcla 1: 1 la solución de transfección con la suspensión celular 

4. Se incuba la mezcla durante 30 mino a temperatura ambiente. 

5. En cada placa se coloca I roL de la mezcla y se adicionan 9 roL de medio DMEM con 

10% de suero fetal bovino. 

6. Se Incuba a 37'C y 5% CO, por 24 h. 

7. Las células se cosechan. 

8. Se ensaya la capacidad de transfección. 

3.5.4.4. Ensayo de la capacidad de transfección 

La capacidad de transfección se realizó detenninando la expresión transitoria de la 

enzima ~·galactosidasa. Las células fueron transfectadas con un plásmido que contiene este 

g~n, bajo el control del promotor para eucariotes del virus de sarcoma de Rous (pRSV.~. 

gal). La técnica que se siguió es la descrita en Sambrook el.al., I 989. 
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.6. Manejo de oligonuc1eótidos 

Para la construcción de Jos tripletes repetidos se usaron los siguientes 

ligonucléotidos sintetizados en l. Unidad de Ácidos Nucléicos del Departamento de 

ienética y Biología Molecular del CINVESTAV-IPN por la M en C. Guadalupe Aguilar G: 

)ligonucléotidos de 15 residuos sin el sito Bg1 JI: 

Tm('C) Número de registro 

, CTg CTg CTg CTg CTg 3' 43.0 944 

, AgC AgC AgC AgC AgC 3' 44.9 952 

, TIC TIC TIC TIC TIC 3' 24.3 887 

, AAg AAg AAg AAg AAg 3' 23.9 948 

, CCg CCg CCg CCg CCg 3' 55.9 953 

, ggC ggC ggC ggC ggC 3' 68.5 945 

, gAC gAC gAC gAC gAC 3' 40.3 949 

, TCg TCg TCg TCg TCg 3' 45.9 950 
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Oligonucléotidos de 22 residuos con el sitio Bg1 11: 

Tm ("C) Número de registro 

5' ggg AAg ATCT CTg CTg CTg CTg CTg 3' 64.3 994 

5' ggg AAg A TCT AgC AgC AgC AgC AgC 3' 63.4 993 

5' ggg AAg ATCT TIC TIC TIC TIC TIC 3' 52.5 992 

5' ggg AAg ATCT AAg AAg AAg AAg AAg 3' 50.7 991 

5' ggg AAg A TCT CCg CCg CCg CCg CCg 3' 79.0 987 

5' ggg AAg ATCT ggC ggC ggC ggC ggC 3' 79.1 988 

5' ggg AAg ATCT gAC gAC gAC gAC gAC 3' 63.8 990 

5' ggg AAg ATCT TCg TCg TCg TCg TCg 3' 65.6 989 

3.6.1. Alineamiento de oligonucleótidos 

l. La reacción de alineamiento se realizó en un volumen total de 53 ~ con 14 ~ de cada 

oligonucléotido y 3 ~ de SSC 20X (3M NaCI. y 0.3 M de citrato de sodio pH 7.0). 

2. Se mezcla. 

3. Se incuba por 15 mino a IOO'C en un termobloque (Multi-blok heater, Lab-Line). 

4. Pasado este tiempo se apaga el termobloque y se deja que Uegue a temperatura 

ambiente. 

5. La reacción se guarda a -20'C. 

6. El alineamiento se comprobó por el fraccionamiento en un gel de agarosa al 1 % 
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Se purifica por feno~ se precipita y se resuspende en TE IX (lO mM Tris-HCl pH 8.0 Y 

I mMEDTA) . 

. 6.2. Fosforilación y ligación de oligonucleótidos 

La reacción de fosforilación se realizó en 40 ¡1L de volumen total de buffer de ligación 

IX (polietilen glicol-8000 8% (p/v); 30 mM Tris Hel; 10 mM Mgehy lO mM DTI), I 

mM ATP, 106.27 mM ADN de doble cadena y lO unidades de T4 polinucléotido cinasa 

(Boehringer). 

!. Se mezcla. 

l. Se incuba por 2 h a 37'C en un tennobloque. 

t. Tenninado el tiempo la reacción se pasa a hielo. 

;. Se adicionan 6 unidades de T4 DNA ligasa (Boehringer) a los 40 ¡1L de la reacción de 

fosforilación. 

5. Se incuba durante 4 h a 37'C. 

7. La ligación se comprobó por el fraccionamiento en un gel de agarosa al 40/0. 

8. Se purifica con feno~ se precipita con etanol y se resuspende en TE IX (lO mM Tris­

Hel pH 8.0 Y I mM EDTA). 

9. La ligación secundaria se realizó en un volumen total de 46 ¡1L de buffer de ligación IX 

(polietilen glicol-8000 8% (p/v); 30 mM Tris Hel; lO mM MgChy 10 mMDTI), I mM 

ATP, 92.4 mM ADN de doble cadena y 6 unidades de T4 DNA ligasa (Boehringer). 

10. La ligación se comprobó por el fraccionamiento en un gel de agarosa de bajo punto de 

fusión al 4%. 
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11. Se purifica con fenol, se precipita con etanol y se resuspende en TE IX (10 mM Tris­

HCl pH 8.0 Y I mM EDTA). 

12. La ligación terciaria se realizó en un volumen de 46 !1L de buffer de ligación IX 

(Polietilen glicol-8000 8% (p/v); 30 mM Tris HCl; 10 mM MgCI, Y 10 mM DTT), con I 

mM ATP, 92.4 mM ADN de doble cadena y 6 unidades de T4 DNA ligasa (Boehringer). 

13. La ligación se comprobó por el fraccionamiento en un gel de agarosa de bajo punto de 

fusión al 4%. 

14. Se purifica con feno~ se precipita con etanol y se resuspende en TE IX (lO mM Tris­

HClpH8.0y I mMEDTA). 

3.6.3. Amplificación y expansión de tripletes repetidos por PCR 

Las reacciones de PCR se realizaron bajo las siguientes condiciones generales. Se 

realizaron en un volumen final de lOO !1L de buffer para PCR IX (20 mM Tris-HCl pH 8.0, 

50 mM KCl), 0.2 mM de cada nucléotido (dATP, dTTP, dGTP Y dCTP), 0.5 11M de primer 

correspondiente a cada secuencia, I I'g de ADN molde y 2.5 unidades de Taq DNA 

polimerasa recombinante (Life Technologies). 

Para las reacciones de PCR se utilizó el siguiente programa, tomando la temperatura 

de alineamiento (Tm) correspondiente a cada oligonucleótido 
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Precalentamiento de platina 95'C por 6 min. 

95'C por 1 min. ~41----------------~-

Desnaturalización 95'C por 30 s. 

Alineamiento a la temperatura indicada para cada oligo por 30 s. 

Alargamiento 72'C por 1 min. 

72'C por 15 mio. 

4'C indefinido 

.7. Extracción de ADN plasmídico 

35 veces 

Para preparar a los plásmidos se transfonnaron bacterias competentes DH5a. por 

trógeno liquido (Takahashi Rei, 1992) y las bacterias portadoras del plásmido fueron 

,Ieccionadas y purificadas en LB ampicilina. Los métodos utilizados para la extracción de 

15 plásmidos fueron los siguientes: 

7.1. Extracción a mediana escala por lisis alcalina y lisozima. 

500 mL de medio LB ampicilina se inocularon con las colonias de dos cajas de 

.cterias de menos de 16 h de incubación. El medio se incubó por 4 h a 37'C con agitación 

,200 r.p.m. (Brinkmann OrbiMix 1010). Las bacterias se recuperaron por centrifugación 

1 una centrifuga refiigeradaEppendorf modelo 5804R a 6000 r.p.m. por 4 min. a 4'C. 
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Se realizó la extracción de plásmido por el método descrito en Sambrook el al, 1989. 

El ADN obtelÚdo se resuspendió en 2 mL de TE IX (10 mM Tris-HCI pH 8.0 Y I mM 

EDTA). 

3.7.2. Extracción a mediana escala por el Plasmid Maxi Kit de Qiagen. 

500 mL de medio LB ampicilina se inocularon con las cololÚas de dos cajas de 

bacterias de menos de 16 h de incubación. El medio se incubó por 4 h a 37°C con agitación 

de 200 r. p.m. Las bacterias se recuperaron por centrifugación en una centrífuga refrigerada 

Eppendorf modelo 5804R a 6000 r.p.m. por 4 mino a 4'C. Se realizó la extracción de 

plásmido por el Qiagen Plasmid Maxi Kit (Tip 500). El ADN obtelÚdo se resuspendió en I 

mL de TE IX (10 mM Tris-HCI pH 8.0y I mM EDrA). 

3.7.3. MilÚ extracción de plásmido por el Qiaprep Spin Miniprep Kit de Qiagen. 

5 mL de medio LB ampicilina se inocularon con las cololÚas de media caja de 

bacterias de menos de 16 h de incubación. El medio se incubó por 3 h a 37'C con agitación 

de 200 r. p.m. Las bacterias se recuperaron por centrifugación en una centrifuga refrigerada 

Eppendorf modelo 5804R a 6000 r.p.m. por 4 mino a 4'C. Se realizó la extracción de 

plásmido por el Qiaprep Spin Miniprep Kit de Qiagen. El ADN obterúdo se resuspendió en 

50 IÚ- de TE IX (10 mM Tris-HCl pH 8.0 Y I mM EDTA). 
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1.8. Manejo de ADN 

¡. 8.1. Reacciones de Restricción 

Las reacciones de restricción se realizaron bajo las siguientes condiciones generales. 

l unidad enzirnática por 1 118 de ADN, buffer requerido por cada enmna IX en un volumen 

otal de 20 JÚ.. Los tubos de las reacciones se incubaron por 30 mino a la temperatura 

:orrespondiente para cada enzima en un terrnobloque (Multi-Block Heater de Lab-Line). En 

a tabla 2 se muestran las enzimas utilizadas así como la composición . de los buffer de 

-eacción. 

1.8.2. Reacción Klenow 

La reacción se realizó en un volumen total de 20 JÚ. de buffer para Klenow IX (50 

11M de Tris-HCI pH 7.5, 10 mM de MgCI, y I mM de OTT), con I unidad de la enzima 

Klenow (Boehringer) por I ¡Lg de ADN y 25 JlM de la mezcla de nucleótidos (dATP, dTTP, 

lGTP Y dCTP). La reacción se incubó en un termobloque (Multi-Block Heater de Lab-Line) 

por JO mino a 37"C. 
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3.8.3. Reacciones de ligación 

Las ligaciones se realizaron en un volumen total de 20 ¡tL de buffer de ligación IX 

(polietilenglicol 8000 8% (p/v), 30 mM de Tris.HC~ 10 mM de MgCh y 10 mM de DTI), l 

unidad de T4 DNA ligasa (Boebringer) por l¡lg de ADN y 1.7 mM de ATP. Las reacciones 

fueron incubadas por 16 h a temperatura ambiente (extremos romos) o a 4°C (extremos 

cohesivos). 
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4. RESULTADOS 



4. RESULTADOS 

4.1. Construcción de los plásmidos pSVal, pBBB y pSVBIO in silico 

Debido a que se requería manejar los plásmidos y no se contaba con un mapa de 

ellos, se procedió a la simulación de la construcción de los plásmidos pBBB (figura 6), 

pSVBto (figura 7) Y pSVa1 (figura 8). La construcción fue simulada en el programa Vector 

NTI v 5.03 de Informax Inc. siguiendo las indicaciones que se encuentran en las referencias 

del Dr. Ano-Bin Shyu (Ano-Bin S. 1989; 1991). Las secuencias utilizadas para la simulación 

de esta construcción fueron tomadas de la base de datos Gen Bank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.govlEntrez/nucleotide.html). Las secuencias obtenidas de esta 

base de datos fueron: 

1. Gen de la alfa-1 globina humana (HSAGIA). Número de acceso: V00491, NID 818552. 

2. Gen de lajl-globina de conejo (O. cuniculus). Número de acceso: K03256 M12603. 

3. Genoma completo de SV 40. Número de acceso: J02400 J02402 J02403 J02406 J02407 

J02408 J02409 J02410 J04139. 

4. Plásmido pT7rr3-<x-18. Secuencia obtenida de Servicios técnicos de Life Technologies: 

página web: www.lifetech.comInformación técnica. 

5. Plásmido pUC 12. Número de acceso: VBOO23. 

6. Proto-oncogen fos (c-fos) humano. Número de acceso: KOO650 M16287 
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1.2. Transfección de las células SH-SY-5Y 

El primer ensayo fue la transfección de la línea celular SH-SY-5Y. Se optimizó la 

écnica de transfección y se seleccionó el método con el cual la variación en la capacidad de 

ransfección fue menor. Para elegir la mejor técnica se probaron los ensayos de transfección 

m monocapa mediada por fosfato de calcio, en monocapa mediada por liposomas 

:LipofectaminaPlus) y en suspensión mediada por fosfato de calcio. Estos ensayos de 

Ian,feceión se realizaron utilizando al plásmido pRSV-P-gal que contiene la secuencia de la 

onzima p-galactosidasa dirigida por el promotor del virus de S8Icoma d~ Rous. La capacidad 

le transfeceión se midió monitoreando la actividad de la enzima P-ga1actosidasa cuando es 

"'presada transitoriamente en las células SH-SY-5Y. La actividad especifica de la enzima se 

midió espectrofotométricamente. En la gráfica 5 se presenta la capacidad de transfección 

para cada ensayo. El método estándar es la transfección en monocapa mediada por fosfato 

de calcio, que requiere la precipitación y la aplicación de este precipitado a cada placa que 

::ontiene la monocapa celular. Cuando se utiliza un gran número de placas la variación en la 

capacidad de transfección es muy alta, dificultando el desarrollo del experimento. Es por 

esta razón que se eligió la transfeceión en suspensión mediada por fosfato de calcio como el 

método de elección, debido a que al incubar el precipitado de ADN con la suspensión 

celular, y dividir esta mezcla en cada una de las placas, cada placa es idéntica en términos de 

la capacidad de transfección (tabla y 3 figura 5). 

Con estos experimentos se logró establecer un protocolo adecuado para el cultivo de 

las células SH-SY-5Y, asi como una técnica de transfección para futuros experimentos. 
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4.3. Expansión de los tripletes repetidos 

La expansión de los tripletes repetidos se logró a través de los siguientes 

procedimientos. 

4.3.1. Alineamiento de oligonucleótidos 

Para obtener ADN de doble cadena los oligonuc1eótidos se alinearon con su 

respectiva secuencia complementaria, obteniendo los siguientes pares de secuencias: 

TTC/AAg, CCglggC, gACrrCg y CTglAgC. El alineamiento de los oligonucleótidos de una 

sola cadena se comprobó mediante el fraccionantiento en un gel de agarosa de bajo punto de 

fusión al 4% (figura 9, 10 Y 11). El alineamiento se observa por el retardamiento en el 

corrimiento de los oligonuclueótidos que sí se alinearon, comparándolos con los 

oligonucleótidos de una sola cadena. Una vez alineados los oligonucleótidos, el ADN de 

doble cadena se purificó mediante un gel preparativo de agarosa al 2%. En el a1ineanúento 

del par de oligonucléotidos TTC y AAg solo se observa el ADN de doble cadena (figura 11 

carril 2), los oligonuclétidos de cadena sencilla no fijan el bromuro de elidio y por lo tanto 

no se logran observar en el gel. 

4.3.2. Fosforilación y ligación de ADN de doble cadena 

Ya comprobada la existencia del ADN de doble cadena se continuó con la 

fosforilación y ligación de éstos. 
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Primero se realizó la fosforilación y la ligación con las condiciones indicadas en la 

Dja técnica de cada enzima. La ligación del ADN de doble cadena se comprobó por 

accionamiento en un gel de agarosa de bajo punto de fusión al 4% (figura 12). Como se 

bserva, bajo estas condiciones la eficiencia de la ligación es un poco deficiente, por lo que 

~ decidió probar nuevas condiciones para la reacción de ligación. 

El triplete TIC! AAg fue utilizado para optimizar la reacción de ligación. El primer 

arámetro que se varió fue la temperatura de ligación, probándose las siguientes 

~mperaturas: 16°C, 37°C Y -15°C. La eficiencia de la ligación a estas temperaturas se 

eterminó por fraccionamiento en dos geles de agarosa de bajo punto de fusión. Un gel fue 

1 2 % (figura I3A) y el otro al 4% (figura I3B). Con estos resultados se detenninó que la 

lejor temperatura es la de 37"C (carril 3 en ambas figuras) ya que se observan productos de 

gación con un mayor peso molecu1ar formando bandas definidas. 

El siguiente parámetro que se varió en la ligación fue la cantidad del triplete 

l8IIejándose las siguientes concentraciones 46.17 ~ 92.4 ~ 231.02 ~ Y 355.77 ~. 

lna vez más se comprobó la eficiencia de la ligación por fraccionamiento en dos geles de 

garosa de bajo punto de fusión uno al 1"10 (figura 14A) Y otro al 4% (figura 14B). Se 

precia que a la concentración de 92.4 ~ del triplete (carril 3 en ambos geles) hay una 

rayor cantidad de productos de ligación con elevado peso molecular al igual que en la 

gación anterior. Con estas dos condiciones, 37"C y 92.4 ~ de ADN de doble cadena 

,sforilado y ligado se realizó una segunda ligación (figura 15). 
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Esta segunda ligación se hizo con el fin de aumentar el peso molecular de los 

productos. Como se esperaba Jos productos de esta ligación secundaria fueron de mayor 

peso molecular en comparación con los productos de la primera ligación. Al obtener estos 

productos con un mayor peso molecular por las dos ligaciones consecutivas, se decidió 

hacer una tercera ligación (figura 16 carriles 6 y 7) tomando el triplete fosforilado y ligado 

dos veces. Como se ve el aumento en el peso molecular de los productos de la tercera 

ligación es evidente. Una vez optimizadas las condiciones para la ligación del triplete 

TrCI AAg se realizó el mismo procedimiento con cada uno de los tripletes faltantes, 

CCg/ggC (figura 16A carriles 4 y 5), gAC/TCg (figura 16A carriles 2 y 3) Y CTg/AgC 

(figura 16B carriles 2 y 3). 

4.3.3. Expansión y amplificación de tripletes repetidos por PCR 

Con el fin de expandir los tripletes a un mayor peso molecular, I I1g de los productos 

de peso molecular aproximado a 500 bp fueron amplificados por la técnica de PCR En el 

primer experimento se vario Ja concentración de cloruro de magnesio presente en la reacción 

tomando el intervalo de 1.5 a 9.0 mM para todas las secuencias. Para estas reacciones se 

utilizaron como primers a los oligonucle6tidos que no contenían el sitio Bgl II en su 

secuencia (figura 17 Y 18). Al analizar el fraccionamiento en el gel de agarosa al 1% la 

mejor expansión de los cuatro tripletes coincide en l. concentración de 9.0 mM de cloruro 

de magnesio (carril 7 en todos los geles). 
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Los productos de PCR obtenidos. en las reacciones donde la concentración de 

toruro de magnesio era de 9.0 mM se purificaron. se cuantificaron 

spectrofotométricamente y se comeron en un gel de agarosa a1 1 % para verificar el peso 

IOlecular aproximado de estas expaosiones (figura 19). Como se observa en la figura la 

xpansión del triplete CCglggC (carril 2) presenta productos de bajo peso molecular y una 

gera expansión. En comparación los otros tres repetidos TTC/AAg (carril 3), CTglAgC 

carril 4) Y gAC/Tg (carril S) muestran expansiones que van de 702 bp basta 8000 bp de 

leso molecular. 

·.3.4. Expansión y amplificación de tripletes repetidos con un sitio de restricción en sus 

extremos 

Para facilitar la clonación de las expansiones de los tripletes repetidos en un vector 

le expresión, se introdujo en su secuencia un sitio de restricci6n correspondiente a la enzima 

19l IL Nuevamente se utilizó la técnica de PCR como la herramienta para lograr este fin. El 

)rocedimiento que se sigui6 se describe a continuaci6n. Las expansiones de los tripletes 

-epetidos producidas en la sección anterior se utilizaron como molde para hacer nuevas 

-eacciones de PCR Para introducir el sitio de restricción se realizó la amplificaci6n y 

:xpansión de los tripletes con los primers que contienen en su secuencia el sitio Bgl II. La 

:xpansión de los tripletes repetidos con esta nueva secuencia fue optimizada. Las 

:cndiciones de las reacciones de PCR para cada triplete se describen a continuación. 
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Para el triplete TTCI AAg primero se varió la concentración de cloruro de magnesio 

de 7.5 a 13.5 mM. Utilizando como primers a los oligonucle6tidos con el sitio BgI II Y como 

molde el ADN de las reacciones de PCR a 9.0 mM de cloruro de magnesio producido en la 

sección anterior (figura 20). En la figura se observa que a concentraciones de 12.0 y 13.5 

mM de cloruro de magnesio (carril 5 Y 6 respectivamente) las expansiones son de muy 

elevado peso molecular, por lo que se decidió probar concentraciones menores de cloruro de 

magnesio. Las concentraciones fueron: 2.0,4.0, 6.0, 8.0 Y 10.0 mM, se utilizó como ADN 

molde a los productos de PCR de las reacciones anteriores que ya tienen el sitio Bgl 11 

(figura 21). La mejor expansión se obtuvo entre las concentraciones de 4.0 y 6.0 mM de 

cloruro de magnesio (figura 21 carriles 3 y 4 respectivamente). Para tratar de precisar la 

ooncentración a la cual es obtiene la mejor expansión, se probaron las concentraciones de 

4.0, 5.0 6.0 Y 7.0 mM de cloruro de magnesio con el mismo molde (figura 22). En esta 

figura la expansión de tripletes repetidos es evidente en las concentraciones de 4.0 y 5.0 mM 

de cloruro de magnesio (carriles 2 y 3 respectivamente). Tomando en cuenta la cantidad de 

productos de bajo peso molecular que se producen ala concentración de 4.0 mM se exploró 

ohora el intervalo de 5.0 mM. Se probaron las siguientes concentraciones: 5.0, 5.25, 5.5, 

5.75 Y 6.0 mM (figura 23). De aquí se tomó la decisión de usar la concentración de 5.5 mM 

je cloruro de magnesio, debido a que las expansiones a esta concentración dan una cantidad 

,equeña de productos de bajo peso molecular. Con estas condiciones se realizó un último 

~CR para validar el método(figura 24). 
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Para el triplete CCglggC se probaron concentraciones de 7.5 a 13.5 mM de cloruro 

magnesio. Para estas reacciones se ocuparon como primers a los oligonuc1eótidos que 

nteman el sitio Bg1 II Y como ADN molde el producido en la sección anterior (figura 25). 

1 la figura no se observa la expansión del triplete, por esta causa se ampli~ el intervalo de 

ncentraci6n del cloruro de magnesio. Se intentó con concentraciones de 9.5 a 18.5 mM 

upando como molde el ADN de las reacciones anteriores, que ya contienen el sitio Bgl II 

gura 26). En este intervalo de concentración se observa que en todos hay una expansión. 

1 embargo, la mejor expansión de este triplete se dio a la concentración de 9.5 mM (carri1 

Con esta concentración se realizó un último PCR para validar el método (figura 27). 

Para el triplete gAC!TCg se realizó el PCR a concentraciones de 7.0 a 19.0 mM de 

)ruro de magnesio. Como molde se utilizó el ADN generado en la sección anterior y como 

lffiers a los oligonucleótidos con el sitio Bg1 II (figura 28). En esta figura se observa que a 

) mM se obtiene la mejor expansión del triplete (carri13) con poca producción de ADN de 

jo peso molecular. Esta expansión es comparable con las obtelÚdas con los dos tripletes 

teriores, una moderada expansión con baja producción de fragmentos de bajo peso 

,lecular. Esta concentración fue elegida como la óptima y por último se rea1izó un PCR 

jo esta condición para validar el método (figura 29). 

Para el triplete CTglAgC primero se probaron concentraciones de 7.5 a 13.5 mM de 

)nlfO de magnesio. utilizando como primers a los oligonucleátidos que contienen el sitio 

~ II Y como ADN molde el generado en la sección anterior (figura 30). 

42 



Como la expansión no es del todo eficiente, se amplió el intervalo de la 

concentración de cloruro de magnesio. Se probaron ahora las concentraciones de 1.5 a 13.5 

mM, utilizando como ADN molde las expansiones de las reacciones anteriores que ya 

contienen el sitio Bgl JI (figura 31). Esta vez si se logró obtener una mejor expansión con las 

concentraciones de 10.5 y 13.5 mM de cloruro de magnesio (carriles 5 y 6 respectivamente). 

Después de este resuhado se probó el intervalo de concentraciones entre 8.5 y 13.5 mM 

(figura 32). Se comprobó que la mejor expansión del triplete es a la concentración de 10.5 

mM de cloruro de magnesio (carril 4). Tomando esta concentración como la óptima, se 

realizó un último PCR para comprobar lo anterior (figura 33). 

4.3.5. Restricción de \as expansiones de tripletes repetidos con la enzima BgI JI Y la 

eliminación de los tripletes repetidos de bajo peso molecular producidos por la 

restricción 

Una vez amplificados los tripletes repetidos e incluidos los sitios BgI JI se 

restringieron con la enzima BgI II (figura 34). La restricción con esta enzima produce 

fragmentos de bajo peso molecular que podrian inteñerir con la clonación en el vector de 

expresión, debido a esto los fragmentos fueron eliminados con el kit Quantum Prep Plasmid 

Midiprep de BIO-RAD. La comprobación de la eliminación de los productos de bajo peso 

molecular se realizó por el fraccionamiento en un gel de agarosa al 1% (figura 35). 

Comparando las dos figuras 34 Y 35 se observa que la eliminación de estos productos de 

bajo peso molecular es realmente eficiente, quedando de esta forma solo las expansiones de 

los tripletes repetidos de alto peso molecular. 
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Hasta aquí. las técnicas para generar las expansiones de los tripletes repetidos se 

lcuentran optimizadas y a su vez las expansiones de los tripletes están listas para su 

:>nación en los vectores de expresión. 

4. Construcción de vectores para la producción de ribosondas 

Las sondas para el monitoreo de la expresión de un gen en particular son una 

:rramienta muy importante. Por lo que para tener ribosondas complementarias con la a y la 

·globina que son los genes utilizados en este sistema se generaron dos plásmidos. Un 

ásnúdo que contenga una secuencia complementaria a la a-globina que pueda ser 

!UlScrita por la enzima T7 RNA polimerasa y otro plásnúdo con la secuencia 

,mplementaria a una parte del gen de la l3-globina. El procedinúento se detalla a 

mtinuaci6n. 

4.1. Construcción del plásmido pT7T3-I3-globina 

La construcción del plásmido pT7T3-I3-globina se realizó en dos pasos. Primero se 

meró un plásmido intermediario (pT7T3-I3-intermediario) ya partir de éste se construyo el 

ásmido final. Para obtener el plásmido intermediario se eliminó un fragmento Baro lll-Sma 

de 1170 bp del plásmido pSVBIO (figura 36 cartiI2). 
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Posterior a esto, el fragmento de 4047 bp se purificó mediante un gel preparativo de 

8garosa al 1 %. El sitio Bam m se relleno con la enzima KJenow y se recircularizó con la 

enzima T4 DNA ugasa. Con esta mezcla de reacción se transformaron bacterias DH5a 

competentes por calcio. Las bacterias portadoras del plásmido se seleccionaron y se 

purificaron sembrándose en medio LB ampiciüna. Se realizó la extracción del plásmido por 

el método de Qiagen (Qiaprep Spin Miniprep Kit). Para comprobar la exiStencia del 

plásmido intermediario pT7T3-p-intermediario se restringió con las enzimas Hind III, Sst 1 

y Neo 1 (figura 37). 

Ya obtenido el plásrnido intennediario, se corto con la enzima Neo 1 para elioúnar un 

fragmento Neo I-Nco 1 de 952 bp (figura 37B carril 4). El fragmento Nco I-Neo 1 de 3099 

bp se recircularizó con la enzima T 4 DNA ligasa. Con esta mezcla de reacción se 

transformaron bacterias DH5a. competentes por calcio. Las bacterias portadoras del 

p1ásmido se seleccionaron y se purificaron sembrándose en medio LB ampicilina. Se realiió 

la extracción del plásmido por el método de Qiagen (Qiaprep Spin Miniprep Kit). En la 

figura 38 se muestran los tres plásmidos pSVBI0, pT7T3-p-intermediario y el pT7T3-p­

globina que se restringieron con las enzimas Hind III Y Sst 1 ast como el mapa del plásmido. 

4.4.2. Construcción del plásmido pT7T3-a-globina 

La construcción del plásmido pT7T3-a-globina también se realizó en dos pasos, 

primero el plásmido pSVal se restringió con las enzima Hind III para efuninar un fragmento· 

Hind Ill-Hind III de 1312 bp (figura 39B carril 2 primer gel). 
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El fragmento de 3378 bp se recircularizó con la enzima T4 DNA ligasa. Se 

ransformaron bacterias BL2l competentes por calcio con esta mezcla de reacción. En este 

unto, se utilizó la cepa BL21 debido a que la enzima Msc 1 no puede restringir a un ADN 

,etilado. La cepa BL21 carece de la función de metilación de tipo dcm. Las bacterias que 

ontenían el plásmido se seleccionaron y se purificaron sembrándose en LB ampicilina. El 

lásmido se extrajo por el método de Qiagen (Qiaprep Spin Miniprep Kit). Para comprobar 

1 existencia del plásmido intermediario pT7T3-a.-intermediario se restringió con Hind m y 

e comprobó el peso molecular (figura 39B segundo gel). 

Habiéndose comprobado la existencia del plásmido intermediario el siguiente paso 

Je eliminar un fragmento Msc I-Sma I de 206 bp (figura 40 caniI 2), para esto primero se 

orto con la enzima Msc I (caniI 3). Se comprobó la restricción por fraccionamiento en un 

el de asarosa al 1% Y después se cortó con la enzima Sma l. El fragmento Msc I-Sma I de 

172 bp se recircularizó con la enzima T4 DNA ligasa. Se transformaron bacterias DH5Cl 

ompetentes por calcio con esta mezcla de reacción y las bacterias que contenían el 

lásmido se seleccionaron y se purificaron sembrándose en LB ampicilina. El plásmido se 

iClrajo por el método de Qiagen (Qiaprep Spin Miniprep Kit). Para comprobar la existencia 

el plásmido final pT7T3-a.-globina se restringió junto con los plasmidos pSVCll y pT7T3-

.-intermediario con las enzimas Hind III Y Sst 1 (figura 41). 
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5. TABLAS Y FIGURAS 



Tipo Enfermedad Repetido Largo del repetido Localización del repetido Resultado de la mutación 

Atrofia espino y CAG 40-62 ORF Proteinas mutantes conteniendo 
bulbomuscular (SBMA) poliglutaminas 

Enfermedad de Huntigton CAG 36-\2\ ORF 
(HD) 

l Ataxia espinocerebraI tipo 3 CAG 68-79 ORF 
(MJD SCAJ) 

Ataxia espinocerebral tipo l CAG 41-81 ORF 
-(SCA I) 

Ataxia espino cerebral tipo 2 CAG 35-59 ORF 
jSCA2) 

Ataxia espinocerebral tipo 6 CAG 21-27 ORF 

~ 
(SCA6) 

Síndrome del X frágil (FraX) CGG 60-2000 S'UTR Desorden en el metabolismo de 
ARN (7). Ausencia del gen de la 

proteína FMRP·l, 

Il Distrofia miotónica CTG 50-2000 3' UTR Desorden en el procesamiento del 
(DM) ARN. 

Ataxia de Friedrich (FRDA) GAA 200-800 [otrón Producción alterad. de ARNm. 
Replicación alterada. 

- -- - -- - -- ------

Tabla l. Caracterlsticas generales de las enfennedades asociadas a la expansión de los tripletes repetidos. 



~ 
~ 

Enzima 

BamHI 

Bglll 

Hind 1lI 

Mse 1 

NeoI 

Sma I 

Ss! I 

Composición IOX Temperatura de reacción (oC) Unidades/J.1L Nombre comercial 

50 mM Tris HCI pH 8.0. 5 mM 37 10 Reae! 3 
I MgCh. 100 mM NaCI. 

50 mM Tris-HCI pH 8.0. 10 mM 37 10 Reae! 3 

I 

MgCh. 100 mM NaCI 
, 

50 mM Tris HCI pH 8.0. 10 mM 37 10 Reae! 2 
MgCh. 50 mM NaCI 

20 mM Tris HCI pH 7.4. 5 mM 37 5 React 4 
MgCh. 50 mM KCI. 

J 
50 mM Tris HCI pH 8.0. 5 mM 37 10 Reae! 3 

I MgCh. 100 mM NaCI. 

20 mM Tris HCI pH 7.4. 5 mM 30 10 Reac! 4 

I 
MgCh. 50 mM KCI. 

! 

50 mM Tris HCI pH 8.0. 10 mM 37 10 Reae! 2 
MgCI,. 50 mM NaCI I 

Tabla 2. Enzimas utilizadas en la experimentación. Todas son de la compañía de Life Technologies. 



;'!; 

Método A.20am C.V. ('lo) 

Transfecci6n en mono capa mediada 0.127 
por calcio 0.\00 13.32 

0.132 
0.137 

Transfección en suspensión mediada 0.044 
por calcio 0.046 1.81 

0.045 
0.045 

LipofectaminaP1us 0.050 
0.045 9.83 
0.042 
0.040 

Tabla 3. Capacidad de transfección por los diferentes métodos empleados. Mediciones de la actividad de 13-
galactosidasa a una A.,'Orun C.V.= coeficiente de variación [C.V.= (desviación estándar/promedio)XIOO). 
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Figura l. Diagrama esquemático de la posición relativa de la expansión de los 

CGa 

Tripletes repetidos en un gen. Exones cajas, intrones líneas. (Adaptada de Mitas M. 1997). 
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Figura 2, Estructuras de ADN relacionadas con los tripletes repetidos, A. Estructura de tallo burbuja, 
B. Cadena triple de ADN (triplex). C, Cadena cuádruple de ADN (tetraplex) izquierda y derecha enlace tipo 
Hoogsteen formado por citosinas y guaninas. D. Deslizamiento de cadenas de ADN cuando se forman estructuras 
de tallo burbuja. (C, tomada de Mitas M. 1997; A, B Y D tomada de Sinden R. 1999). 
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Figura 3. Modelos para la inestabilidad genética de los tripletes repetidos. A Formación de un tallo burbuja por el 
triplete CTG en la cadena retardada, la región que se encuentra formando el tallo es omitida por la DNA polimerasa. 
B. Cuando en la cadena retardada se forma un tallo burbuja con el triplete CAG la posición del primer cambia 
ocurriendo así la expansión. C. La formación de un tallo burbuja por el repetido CTG en la cadena líder conduce a una 
eliminación. D. El mal alineamiento del primer y el templado puede originar la eliminación o la expansión de solo 
tres pares de bases. (Tomadas de Sinden R 1999). 
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Figura 4. Modelo para la expansión de los tripletes repetidos. Una estructura de tipo tetraplex 
puede formarse fácilmente en el templado de ADN. Esta estructura puede ser un bloqueo para 
la acción de la DNA polimerasa, promoviendo la síntesis reiterativa de la cadena retardada. 
(Tomada de Sin den R. 1999). 
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Figura 5. Transfección de las células SH-SY-5Y con los diferentes métodos. Los valores son los promedios de 
cuatro mediciones +/- desviación estándar. 
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Figura 9. Alineamiento de los oligonucleótidos 
CTg/AgC y gAcrrCg. Carril 1, CTg; carril 2, 
CTg/AgC; carril 3, AgC; carril 4, gAC; 
carril 5, gAcrrCg; y carril 6, TCg. 

,1 

Figura lO. Alineamiento de los oligonucleótidos 
CCg/ggC. Carril 1, CCg; carril 2, CCg/ggC y 
carril 3, ggC. 
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Figura 11. Alineamiento de los 
oligonucleótidos TTC/ AAg. Carril 1, TTC; 
Carril 2, TIC/ AAg y carril 3, AAg. 
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Figura 12. Ligación de oligonucleótidos. Geles de agarosa a12%. A gACrrCg, CCg/ggC y TIC/AAg. Carril 1, 
gACrrCg sin ligar; carril 2, gACrrCg ligado; carril 3, CCg/ggC sin ligar; carril 4, CCg/ggC ligado; 
carril 5, TIClAAg sin ligar y carril 6, TIC/AAg ligado. B. Ligación de los oligonucleótidos CTg/AgC. 
Carril 1, CTg/AgC sin ligar y carril 2, CTG/AgC ligado. 
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Figura 13. Ligación del oligonucleótido TTC/AAg a diferentes temperaturas. A. Gel de agarosa al 2%: 
Carril 1, TTC/AAg sin ligar; carril 2, ligado a 16°C; carril 3, ligado a 37°C y carril 4, ligado a -15°C. 
B. Gel de agarosa al 4%, con el mismo orden. 
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Figura 14. Ligación del oligonucle6tido TTC/AAg con diferentes concentraciones. A. Gel de agarosa al 2%: 
Carril 1, TTC/AAg sin ligar; carril 2, 46.17 ¡tM; carril 3, 92.4 ¡tM; carril 4, 231.02 ¡tM Y carril 5, 355.77 ¡tM. 
B. Gel de agarosa al 4%, con las mismas condiciones 
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Figura 15. Segunda ligación de los oligonucleótidos gACITCg, CCglggC, TIC/AAg y CTglAgC. 
Gel de agarosa al 2%. Carril 1, gACITCg primera ligación; carril 2, gACITCg segunda ligación; 
carril 3, CCglggC primera ligación; carril 4, CCglggC segunda ligación; carril 5, TTC/AAg primera ligación, 
carril 6, TIC/AAg segunda ligación, carril 7, CTglAgC primera ligación y carril 8, CTglAgC segunda ligación. 



~ 

A 1234 5 67 8 B 123 

iL .~ I 500 1:" 
4 I 125 _ i',,, . .., 

't 

--'p: '0 

*' fAb --t' 

f:· -,%- * 4 

A >l'<' 4 I 25 I ~;, 

Figura 16. Tercera ligación de los oligonucleótidos gAcrrCg, CCg/ggC, TTC/AAg, y CTg/AgC. 
A. Gel de agarosa al 2%. Carril 1, escalera de 25 bp; carril 2, gACrrCg segunda ligación; carril 3, 
gACrrCg tercera ligación; carril 4, CCg/ggC segunda ligación; carril 5, CCg/ggC tercera ligación; 
carril 6, TTC/ AAg segunda ligación; carril 7, TTCI AAg tercera ligación y carril 8, escalera de 25 bp. 
B. Gel de agarosa al 2%. Carrill, escalera de 25 bp; carril 2, CTg/AgC tercera ligación y carril 3, 
CTg/AgCsegunda ligación. 
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Figura 17. Amplificación de los tripletes CCglggC y TTC/AAg a diferentes concentraciones de cloruro de magnesio. 
A gel de agarosa al 1%. CCglggC: Carril 1, WstE II; carril 2, 1.5 mM; carril 3, 3.0 mM; carril 4, 4.5 mM; carril 5, 
6.0 mM; carril 6, 7.5 mM; carril 7, 9.0 mM Y carril 8, WstE 11. B gel de agarosa al 1 %. TIC/AAg: con las mismas 
condiciones 
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Figura 18. Amplificación de los tripletes gAffiCg y CTg/AgC a diferentes concentraciones de cloruro de magnesio. 
A gel de agarosa al 1%. gACrrCg: Carril 1, A/BstE II; carril 2, 1.5 mM; carril 3, 3.0 mM; carril 4, 4.5 mM; carril 5, 
6.0 mM; carril 6, 7.5 mM; carril 7, 9.0 mM Y carril 8, A/BstE II. B gel de agarosa al 1%. CTg/AgC: con las mismas 
condiciones 
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Figura 19. Expansión de tripletes repetidos a 
9.0 mM de cloruro de magnesio, Gel de agarosa al 1%, 
Carril 1, WstE I1; carril 2, CCg/ggC; carril 3, 
TTC/Aag; carril 4, CTg/AgC; carril 5, gAC/TCg 
y carril 6, WstE JI. 
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Figura 20, Expansión y amplificación de TIC/ AAg con 
Bgl II a diferentes concentraciones de cloruro de magnesio, 
Gel de agarosa al 1 %, Carril 1, WstE 11; carril 2, 7.5 mM; 
carril 3, 9,0 mM; carril 4, 10,5 mM; carril5, 12,0 mM; 
carril 6, 13.5 mM Y carril 7, WstE 11, 
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Figura 21. Expansión y amplificación de TTC/ AAg con 
BgllI a diferentes concentraciones de cloruro de magnesio. 
Gel de agarosa al 1%. Carril 1, AlBstE II; carril 2, 2.0 mM; 
carril 3, 4.0 mM; carril 4, 6.0 mM; carril 5, 8.0 mM; carril 6, 
10 mM Y carril 7, AlBstE 11. 
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Figura 22. Expansión y amplificación de TTC/AAg con 
BgllI a diferentes concentraciones de cloruro de magnesio. 
Gel de agarosa al l%. Carril 1, AlBstE ll; carril 2, 4.0 mM; 
carril 3, 5.0 mM; carril 4, 6.0 mM; carril 5, 7.0 mM 
Y carril 6 AlBstE n. 
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Figura 23. Expansión y amplificación de TTC/AAg con 
BgllI a diferentes concentraciones de cloruro de magnesio. 
Gel de agarosa al 1%. Carril 1, JJBstE II; carril 2, 5.0 mM; 
carril 3, 5.25 mM; carril 4, 5.5 mM; carril 5, 5.75 mM; 
carril 6, 6.0 mM Y carril 7, JJBstE II. 
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Figura 24. Expansión y amplificación de TTC/AAg con 
Bgl II a 5.5 mM de cloruro de magnesio. Gel de agarosa 
al 1%. Carril 1, JJBstE I1; carriles 2-9, TTC/AAg 5.5 mM 
Y carrillO, JJBstE II. 
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Figura 25, Expansión y amplificación de CCg/ggC con 
Bgl II a diferentes concentraciones de cloruro de 
magnesio. Gel de agarosa al 1 %. Carril 1 , IJBstE II; 

carril 2, 7.5 mM; carril 3, 9,0 mM; carril 4, 10.5 mM; 
carril 5, 12,0 mM; carril 6, 13.5 mM Y carril 7, IJBstE II. 
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Figura 26, Expansión y amplificación de CCg/ggC con 
BgI II a diferentes concentraciones de cloruro de magnesio, 
Gel de agarosa al 1%, Carril 1, IJBstE II; carril 2, 9,5 mM; 
carril 3, 11.0 mM; carril 4, 12,5 mM; carril 5, 14,0 mM; 
carril 6, 15.5 mM; carril 7, 17,0 mM; carril 8, 18.5 mM 
Y carril 9, IJBstE II, 
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Figura 27. Expansión y amplificación de CCg/ggC con 
Bgl II a 9.5 mM de cloruro de magnesio. Gel de agarosa 
al 1%. Carril 1, AlBstE II; carriles 2-9, CCg/ggC a 
9.5 mM de cloruro de magnesio y carril 10, AlBstE n. 
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Figura 28. Expasnión y amplificación de gACrrCg con 
Bgl II a diferentes concentraciones de cloruro de magnesio. 
Gel de agarosa al 1%. Carril 1, AlBstE Il; carril 2, 7.0 mM; 
carril 3, 9.0 mM; carril 4, 11.0 mM; carril 5, 13.0 mM; 
carril 6, 15.0 mM; carril 7, 17.0 mM; carril 8, 19.0 mM 
Y carril 9, AlBstE Il. 
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Figura 29. Expansión y amplificación de gACrrCg con 
Bgl II a 9.0 mM de cloruro de magnesio. Gel de agarosa 
al 1%. Carril 1, AlBstE II; carriles 2-9, gACrrCg a 9.0 mM 
Y carril 10, AlBstE n. 
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Figura 30. Expansión y amplificación de CTglAgC con 
Bgl n a diferentes concentraciones de cloruro de magnesio. 
Gel de agarosa al 1 %. Carril 1, AlBstE II; carril 2, 7.5 mM; 
carril 3, 9.0 mM; carril 4, 10.5 mM; carril 5, 12.0 mM; 
carril 6, 13.5 mM Y carril 7, AlBstE n. 
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Figura 31. Expansión y amplificación de CTg/AgC con 
BgllI a diferentes concentraciones de cloruro de magnesio. 
Gel de agarosa all %. Carril 1, AJBstE II; carril 2, 1.5 mM; 
carril 3, 4.5 mM; carril 4, 7.5 mM; carril 5, 10 .. 5 mM; 
carril 6, 13.5 mM Y carril 7, AJBstE !l. 
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Figura 32. Expansión y amplificación de CTg/AgC con 
BgI Il a diferentes concentraciones de cloruro de magnesio. 
Gel de agarosa al 1 %. Carril 1, AJBstE II; carril 2, 8.5 mM; 
carril 3, 9.5 mM; carril 4, 10 .. 5 mM; carril 5, 11.5 mM; 
carril 6, 12.5 mM; carril 7, 13.5 mM Y carril 8, AJBstE Il. 
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Figura 33 .. Expansión y amplificación de CTglAgC 
con Bgl II a 10.5 mM de cloruro de magnesio. Gel de 
agarosa al 1%. Carril 1, A/BstE II; carriles 2-9, CTglAgC 
a 10.5 mM; carrillO, A/BstE II. 

*. 

Figura 34. Restricción de las expansiones de tripletes 
repetidos con Bgl II con la Enzima Bgl 11. Gel de agarosa 
al 1%. Carril 1, A/BstE II; carril 2, TIC! AAg restringido; 
carril 3, TIC! AAg sin restringir; carril 4, CT gI AgC 
restringido; carril 5, CTglAgC sin.restringir; carril 6, 
gACITCg restringido; carril 7, gACITCg sin restringir; 
carril 8, CCglCgg restringido; carril 9, CCglCgg sin 
restringir; y carrillO, A/BstE II. 
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Figura 35. Eliminación de los productos de 
bajo peso molecular con el kit Quantum Prep 
Plasmid Midiprep de BIO-RAD. Gel de agarosa 
al 1%. Carril 1, A/BstE 11; carril 2, CTglAgC; 
carril 3, TTC/AAg; carril 4, gACITCg; carril 5, 
CCglggC y carril 6, A/BstE 11. 

,~~ 

W 
3675 ~~. 

1264 I ~ .. 
702 I ~ 

Figura 36. Restricción del plásmido pSVBIO con las 
enzimas Dam Hr y Sma I. Gel de agarosa al 1%. 
Carril 1, A/BstE 11; carril 2, doble restricción. 
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Figura 37-, Plásmido pT71T3-p-intermediario, A. Mapa del plásmido pT7T3-p-intermediario. B, Gel de agarosa'all%. 
Carril 1, AJBstE II; carril 2, pT71T3-p-intennediariolHind m; carril 3, pT71T3-p-intennediariolHind m-Sst 1; 
carril 4, pT71T3-p-intennediario/Nco 1; carril 5, pT71T3-p-intennediario sin cortar; carril 6, pSVBIOlHind m; carril 7, 
pSVBlOlHind m-Sst 1; carril 8, pSVBIO/Nco 1; carril 9, pSVB 10 sin cortar y carril lO, AJBstE II, 
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Figura 38. Plásmido final pT7T3-P-globina. A. Mapa del plásmido, R Gel de agarosa al 1 %, Carril 1, AlBstE 11; carril 2, 
pT7T3-P-globina lHind III; carril 3, pT7T3-P-globina lHind III-Sst 1; carril 4, pT7T3-p-globina sin cortar; carril 5, 
plásmido p-intermediariolHind IlI; carril 6, plásmido p-intennediariolHind IlI-Sst 1; carril 7, plásmido p-intermediario 
sin cortar; carril 8, pSVBIOlHind III; carril 9, pSVBIOlHind III-Ss! 1; carrillO, pSVBIO sin cortar. 



ii! 

A 

CDS2 

.T3P 

HindlIl (188) 

Intron 2 

El"," 3 

B 123 1 2 

'*"<4 
P(BLA~ PolyA Signa1 2 

,.. 
pT71T3alfalnter 

3378 bp 

T7P 

:i Proteln bind 1 

-10 slgnal1 
3675 

t 

, 

$ 

'7'> ! 
3675--t"'· .... 

;j->. 

2323----1 

.$ 

Figura 39. Plásmido pT7T3-a-intennediario. A. Mapa del plásmido. B. Geles de agarosa al 1%. 
Primer gel. Restricción del pSVal con Hind III. Carril 1, IJBstE II; carril 2, cortado con Hind III 
y carril 3, sin cortar. Segundo gel. Carril 1, IJBstE II y carril 2, pT7T3-a-intennediariolHind III. 
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Figura 40, Restricción del pT7T3-a-intermediario con las enzimas Msc 1 y Sma L 
Gel de agarosa all%.Carrill, IJBstE II; carril 2, pT7T3-a-intermediario/Msc 1-8ma 1; 
carril 3, pT7T3-a-intermediario /Msc 1 y carril 4, pT7T3-a-intermediario sin cortar. 
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Figura 41. Plásmido final pT7T3-a-globina. A. Mapa del plásmido. B gel de agarosa al 1% .. Carril 1, A/BstE II; carril 2, 
pT7T3-a-globina / Ss! 1; carril 3, pT7T3-á-globina lHind III-Ss! 1; carril 4, pT7T3-a-globina sin cortar; carril 5, 
pT7T3-a-in!ermediario/ Ss! 1; carril 6, pT7T3-a-intermediariolHind III- Ss! 1; carril 7, pT7T3-a-intermediario sin 
cortar; carril 8, pSVall Sst 1; carril 9, pSVa!lHind III- Sst 1; carrillO, pSVa! sin cortar. 
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6. DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

6.1. Construcción de plásmidos in silico 

El uso de los programas computacionales orientados a la ayuda de la ciencia ha sido 

un gran avance, gracias a esto se han podido mejorar y optimizar las técnicas de biología 

molecular. El manejo de ADN en el laboratorio es de vitaJ importancia. por esto fue 

necesario la ')llDstrucción de los plásmidos pBBB, pSVBIO y pSVal. El programa Vector 

NTl v 5.03 de Infonnax Inc. Siguiendo las indicaciones en los artículos del Dr Ann-Bin. Una 

vez coflstruidos los mapas de los plásmidos se fal;ilitó su manipulación y por consiguiente 

los procedimientos en los cuales se utilizó este ADN fueron optimizados. 

6.2. Transfección de células SH-SY-5Y 

La habilidad de introducir ADN dentro de células cultivadas ha provisto de una 

poderosa herramienta para el estudio de la expresión de los genes. Sin embargo, el método 

estándar para la transfección (monocapa mediada por calcio) no es del todo satisfactorio, ya 

que produce una alta variación cuando se utilizan un gran número de cajas. 
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Como se observa en la figura 1 la transfeceión de las células SH-SY -5Y en 

lonoeapa mediada por calcio es la más eficiente, sin embargo, la variación en la medición 

ntre cada una de las placas fue muy grande (ver tabla 3). Es de esta manera como se pone 

e manifiesto el problema que surge al transfectar por este método a varias placas. Esta 

ariación entre cada placa se disminuye considerablemente cuando se incuba la suspensión 

e células con el precipitado DNA-CaPO. (Weihung Songo 1995). De esta forma se 

romueve la misma interacción de todas las células a ser transfectadas con el precipitado de 

.DN, resultando una variación muy baja (tabla y 3 figuraS) aunque la capacidad de 

-ansfección no sea tan buena. Si este método se compara con el método comercial de 

'ansfeceión con liposomas (LipofectaminaPlus) la capacidad de transfección es muy 

,mojante. Desafortunadamente al igual que la transfección con el método estándar al 

tilizar la LipofectaminaPlus hay una gran variación entre cada una de las placas (tabla 3). 

:on el método en suspensión se logró optinúzar la transfección de ADN a las células SH­

y -5Y de una forma adecuada y 10 que es más importante la variación en la capacidad de 

-ansfección se diminuyó considerablemente con respecto al método estándar . 

.3. j!xpansi6n de tripletes repetidos 

Los parámetros a ser controlados para la PCR son entre otros la temperatura de 

esnaturalización del ADN, la teroperatura de alineamiento, la teroperatura de alargamiento, 

>ncentración de primers, concentración de teroplado y la concentración del cofactor de la 

IlZima el magnesio (en forma de MgCI,). 
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El magnesio es un cofactor esencial para la DNA polimerasa usada en la PCR, y su 

concentración debe ser estandarizada para cada par templado~primer. Varios componentes 

presentes en la reacción unen a1 ión magnesio, incluyendo a los primers, templado. dNTPs y 

los productos de PCR Por esto es necesario que haya magnesio libre para que pueda activar 

a la DNA polimerasa. Como el magnesio es uno de los principales parámetros que se deben 

controlar en una reacción de PCR no es sorprendente que la la enzima Taq polimeraza haya 

podido expa¡ulir a los tripletes repetidos al variar la concentración de este ión. 

En la primera reacción de PCR se utilizó la misma variación en la concentración de 

magnesio para todos los tripletes (figuras 18 y 19) las concentraciones fueron 1.5,3.0,4.5, 

6.0, 7.5 Y 9.0 mM. El comportamiento de cada triplete fue distinto, sin embargo, en la 

concentración de 9. O mM se observa una buena expansión para los tripletes TIC/ AAg, 

gACrrCg y CTg/AgC. Lo contrario ocurrió con el triplete CCg/ggC en el cual no se 

observa una expansión aparente, ya que las secuencias ricas en citocinas y guaninas por sus 

propiedades fisicoquímicas tan peculiares son dificiles de amplificar porque el par C. G es 

más fuerte. No obstante al realizar el PCR con los primers que contienen el sitio Bgl n 

cambia considerablemente su comportamiento y se observa una buena expansión de 

CCg/ggC (figura 27). Cuando la concentración de magnesio se varia en un intervalo de 9.5, 

1l.O, 12.5, 14.0, 15.5, 17.0 Y 18.5 mM. se logra amplificar a este repetido, esto podria 

explicarse a que al encontrarse una secuencia que contiene bajo contenido en citocinas (el 

sitio Bgl n adicionado) cambian las propiedades del triplte CCg/ggC, siendo la 

concentración de 9.5 mM de magnesio la óptima para la expansión (figura 28). 
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Los tripletes gAcrrCg y CTglAgC muestran al igual que CCglggC la necesidad de 

na alta concentración de magnesio. Para gACrrCg es de 9.0 mM (figura 30) y para 

:TglAgC de 10.5 mM (figura 34). La dependencia de una alta concentración de magnesio 

e relaciona con la cantidad de guaninas y citocinas presentes en la secuencia. Así 

bservamos que para TIC! AAg la dependencia de calcio fue diferente ya que la mejor 

""ansión se obtuvo a la concentraci6n de 5.5 mM de magnesio (figura 25), debido a la baja 

reparción de guaninas y citOCÍnas presentes en la secuencia. 

La concentración del magnesio para la expansión es critica y el ión puede actúar en 

os fonnas diferentes. La primera es a la alta concentración de magnesio las estructuras que 

)rman las expansiones de los tripletes repetidos sean más estables que a bajas 

oncentraciones. Por consecuencia al ocurrir el proceso de desnaturalización en la PCR y al 

ajar la temperatura para el afioeamineto estas estructuras ya se encuentran perfectamente 

)nnadas y pueden existir extremos con el grupo 3' hidroxilo expuesto que sirve como un 

¡tio de anclaje para la Taq DNA polimerasa. De esta forma se repetiría la polimerización en 

n sito en el cual no se encuentra un primer. este proceso continuará durante todos los ciclos 

e la reacción de PCR. El segundo mecanismo involucra a la propia enzima. La Taq DNA 

olimerasa une a1 magnesio para ser activada y realizar su función. A1 encontrarse una gran 

antidad de este ión, la enzima puede cambiar sus propiedades. Esto le puede conferir la 

apacidad para reiniciar el proceso de polimerización en diferentes sitios donde pueda unirse 

1 templado sin soltar la nueva cadena sintetizada. 
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7. CONCLUSIONES 

• Se logró establecer el cultivo de las célullas SH-SY-5Y y su adecuada transfección. 

• El método de transfección en suspensión mediada por calcio elimina la variación en 

la capacidad de transfección disminuyendo el error producido por el método de 

transfección en monocapa mediada por calcio. 

• Se logró la expansión de los tripletes repetidos in vitro. 

• La expansión de los tripletes es dependiente de la concentración del cloruro de 

magnesio presente en la reacción. 

• La dependencia de la concentración de magnesio para la expansión de los tripletes se 

basa en la cantidad de guaninas y citocinas presentes en la secuencia del ADN. A 

mayor cantidad de guaninas y atocinas se requiere de una mayor concentración de 

magnesio. 

• La construcción de los plásmidos pT7T3-~-g1obina y pT7T3-o:-g1obina se concluyó 

satisfactoriamente y los mapas son conocidos. 
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